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RISC maturation
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maturazione di RISC: scelta del filamento guida
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asimmetria nella composizione dei filamenti ss-siRNA caricati su RISC
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un singolo legame idrogeno può determinare la scelta del filamento guida 
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importanza delle prime 4 basi al 5’
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modello proposto 
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verifica del modello su miRNA caratterizzati di Drosophila 
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profili di stabilità termodinamica di siRNA funzionali e non funzionali 
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identificazione di ‘SLICER’ in siRISC: il cerchio si chiude su Argonaute!  
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mAgo2 è associata a complessi siRISC competenti per il taglio del mRNA target
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mAgo2 essenziale per l’interference in fibroblasti embrionali di topo 
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struttura del cristallo di PfAgo
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PAZ domain: sovrapposizione delle strutture PfAgo e HsAgo1  
evidenza della conservazione dei residui coinvolti nel legame al 2 nt 3’ overhang
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il dominio PIWI si ripiega in una struttura simile al dominio dell’RNasi H  
risultato assolutamente inatteso:  SLICER è Ago !!
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un solco carico positivamente posizionerebbe il duplex guidaRNA-mRNA al centro del sito 
catalitico del dominio PIWI
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modello proposto per il taglio del mRNA target mediato da siRNA
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residui chiave delle proteine Argonaute
triade catalitica (dominio PIWI)
residui coinvolti nel riconoscimento del cappuccio 7’mG ?
(dominio MC-Mid)
omologia con eIF4E (cap binding protein)
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dettagli importanti RISC
Proteine della famiglia Argonaute entrano a fare parte del complesso RISC, conferendogli attività di slicer.
Il core funzionale di siRISC nell’uomo è costitutito da DICER, Ago2 e TRBP, e viene caricato con un duplex RNA a 
complementarietà perfetta (siRNA) o imperfetta (miRNA).
In alcuni organismi siRNA e miRNA, processati da DICER distinte, vengono caricati preferenzialmente su 
complessi RISC contenti Ago diverse. Il grado di complementarietà del duplex di piccoli RNA sembra giocare un 
ruolo importante in questa fase di ‘sorting’. 
Non tutte le Ago complessate a RISC mostrano attività endonucleasica. Nell’uomo per esempio solo Ago2 è attiva 
come endonucleasi. Molte Ago/PIWI non entrano a fare parte di complessi siRISC o miRISC ma mediano le 
funzioni associate ai piRNA (vedi oltre), o entrano a fare parte di complessi RISC secondari (secondary Agos, 
SAGO) coinvolti nell’amplificaizone del silencing (vedi oltre), o mediano i fenomeni di endo-RNAi (ERGO-1 in C. 
elegans processa siRNA endogeni).
La catalisi della reazione di taglio mediata da Argonaute è a carico del dominio PIWI e avviene esattamente a 10 
nt dal 5’ del filamento guida, grazie alla presenza di un solco carico positivamente che può accogliere una elica 
RNA. Probabilmente diverse Ago si differenziano nella possibilità di accomodare nel solco duplex con differenti 
conformazioni o geometrie dell’elica.  
La scelta del filamento guida dipende in larga misura dalla stabilità termodinamica dei termini 5’: il filamento con 
stabilità termodinamica più bassa al 5’ (più facile da ‘svolgere’) funge da filamento guida
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maturazione RISC in seguito alla scelta del filamento guida
in seguito alla scelta del filamento guida, il filamento passeggero 
deve essere rimosso per poter permettere il riconoscimento del 
target.
per lungo tempo si è supposto che il filamento passeggero fosse 
svolto da una attività elicasica ATP-dipendente. 
…e invece…
è la stessa attività endonucleasica di Ago2 a tagliare il 
filamento passeggero (o anti-guida)!
inoltre l’attivtà e la maturazione di RISC sembra essere un 
processo ATP-indipendente
il taglio del filamento passeggero attiva RISC facilitandone 
l’assemblaggio su ssRNA messaggeri target.
essendo molte delle Ago associate a miRISC non attive 
endonucleoliticamente, come si spiega la degradazione del 
filamento passeggero di miRNA?!
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basi molecolari per il riconoscimento del messaggero target da parte di hRISC:
l’accessibilità del sito target determina l’efficienza di taglio di RISC
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il riconoscimento del target richiede appaiamento delle basi 2-15 del siRNA
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appaiamenti imperfetti del 3’ promuovono il turnover di RISC
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RISC interagisce non-specificamente con ssRNA ma non con dsRNA
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modello proposto per il riconoscimento e taglio di mRNA target mediato da hRISC
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‘stop-motion’ cristallografica di un Ago al lavoro
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